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1 序論  
 




















分子パターン (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) を Toll様受容体 
















には、CX3CR1int CCR2+ Ly6Chigh炎症性単球と CX3CR1high CCR2- Ly6Clowパトロー
リング単球の２つのサブセットがあり、ヒトの単球ではそれぞれ、CD14+ CD16- 
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Classical単球、CD14+ CD16+ Non-classical単球に相当する(3, 4)。 
 






敗血症モデルとして広く使用されている盲腸結紮穿孔法 (cecal ligation and 
puncture : CLP)による腹膜炎モデルにおいても、その防御に重要な役割を果たし
ていることが示されている(14)。炎症性単球は、骨髄から末梢血へ、ケモカイン
受容体 CC-chemokine receptor 2 (CCR2)を介して、流出する（図 1）(6, 15)。しか
しながら、末梢血から感染や炎症局所への動員は、CCR2非依存的であり、代わ








1-5 免疫受容体 MAIR-II 
 
 免疫受容体には、前述した抗原受容体や TLRの他に多くの受容体が存在して
おり、筆者らのグループでは以前、Myeloid-associated immunoglobulin-like receptor 
(MAIR)-II(19-21) (LMIR2(22)または CLM-4(23)とも呼ばれている)と呼ばれる免
疫受容体を同定している。MAIR-IIは、AF251705遺伝子によってコードされて







いが、細胞質内に immunoreceptor tyrosine-based activating motif (ITAM)を有する
DAP12と呼ばれるシグナル伝達アダプター分子と非共有的に会合する（図 2）
(19-21)。筆者らは、マクロファージにおけるMAIR-IIが、活性化シグナルを伝
達し、炎症性サイトカインである tumor necrosis factor (TNF)-"や interleukin (IL)-6 
の産生に働くことを報告している(19, 20)。興味深いことに、リポ多糖 
































4 材料と方法  
 




ウスになるように 12世代まで戻し交配した(21)。C57BL/6.SJL (Ptprca Pepcb, 
CD45.1+) マウスは The Jackson Laboratoryから購入した。BALB/cバックグラウ







4-2 盲腸結紮穿孔法（Cecal ligation and puncture : CLP）  
 
 CLPは、以前報告された文献を参考に行った(29, 30)。腹部を 1-2 cm切って盲









4-3 サイトカインおよびケモカイン濃度の測定  
 
 サイトカインやケモカインの濃度は、BD Biosciences (TNF-"および IL-6)や
R&D Systems (CCL2)から購入した ELISAキットを用いて、キットの添付プロト
コールに従い定量した。 
 
4-4 抗体およびフローサイトメトリー法  
 
 抗マウス CD11b抗体 (M1/70)、抗マウス Ly6G抗体 (1A8)、抗マウス Ly6C抗
体 (AL-21)、抗マウス CD45.1抗体 (A20)、抗マウス CD45.2抗体 (104)、そして、
抗マウス LFA-1 (CD11a)抗体 (M17/4)は、BD Biosciencesから購入した。抗マウ
ス F4/80抗体 (Cl:A3-1)、抗マウス CCR2抗体 (475301)、抗マウス VLA-4抗体 
(PS/2)は、それぞれ、AbD Serotec、R&D Systems、Abcamから購入した。抗マウ
スMAIR-II抗体 (TX52) は我々の研究室で以前樹立した(19, 20)。フローサイト
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メトリー法は、FACSCaliburあるいは LSR Fortessaフローサイトメーター (BD 
Bioscience)を用いて実施し、そのデータ解析は、Cell Quest software (BD 
Biosciences)および FlowJo software (Tree Star)を用いて実施した。 
 
4-5 マクロファージ／単球の消失  
 
 in vivo でマクロファージ／単球 (M$/Mo)を消失させるため、以前報告された
文献を参考に、CLP実施の 1日前に、マウスに 200 µlの PBS-liposomesまたは
Cl2MBP-liposomes (Encapsula NanoSciences)を静脈内投与した(31)。 
 
4-6 炎症性単球の単離と養子移入  
 
 炎症性単球は、骨髄細胞から allophycocyanin (APC)標識抗 CCR2抗体および抗








入の前に CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) (Molecular Probes) 
10 µMで 37℃、20分間標識した。 
 
4-7 生化学的解析  
 
 Flag標識 CD300a、Flag標識 CD300f、Flag標識MAIR-IV (CLM-5/LMIR4)また
は Flag標識MAIR-IIを強制発現させた RAW264.7（マウスマクロファージ細胞
株）トランスフェクタントは、以前我々の研究室で作製した(19, 24)。これらの
細胞は、LPS (O55:B5; Sigma-Aldrich) (1 µg/ml)存在または非存在下で、10%ウシ
胎仔血清含有のコンプリート RPMI (Sigma-Aldrich)にて、37℃、5% CO2環境下
で 20時間培養した。細胞を 1% ジギトニン (Calbiochem)および蛋白質分解酵素
阻害剤含有の溶解バッファーで溶解した(20)。細胞溶解液は、抗 TLR4ポリクロ
ーナル抗体 (L-14; Santa Cruz Biotechnology)、抗Flagポリクローナル抗体 (F7425; 
Sigma-Aldrich)、抗DAP12ポリクローナル抗体 (FL-113; Santa Cruz Biotechnology)、
または抗 FcR!鎖ポリクローナル抗体 (06-727; Millipore)にて免疫沈降した。免疫
沈降した溶解液を SDS-PAGEで分離し、PVDFメンブレン (Immobilon-P) 
(Millipore)に転写バッファー (25 mM Tris, 195 mM glycine, 20% methanol)中で 80 
V、1時間で転写した。メンブレンは 3%牛血清アルブミン (BSA)含有のTBST (pH 
8.0, 10 mM Tris-buffered salineに 0.5% Tween 20を 0.5 g/L MgCl2を添加した洗浄
液)でブロッキングした後、一次抗体を 4℃、オーバーナイトで反応させ、TBST
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で洗浄し、次いで HRP (horseradish peroxidase)標識二次抗体を室温、1時間反応
させた。メンブレンを洗浄した後、基質 (Super-Signal CL-HRP substrate) (Thermo 
Fisher Scientific)と反応させ、化学発光を LAS-3000 mini (FUJIFILM)で検出し、解
析した。リブロットするために、メンブレンを Restore Western Blot Stripping 
Buffer (Thermo Fisher Scientific)で処理し、TBSTで洗浄した後、同様の方法で一
次抗体、二次抗体反応、化学発光の検出を行った。一次抗体には、抗 Flagポリ
クローナル抗体 (F7425; Sigma-Aldrich)、抗 TLR4ポリクローナル抗体 (L-14; 
Santa Cruz Biotechnology)、抗 DAP12ポリクローナル抗体 (T2040; US Biological)、
抗 FcR!鎖ポリクローナル抗体 (06-727; Millipore)、抗チロシンリン酸化 Syk 
(Tyr525/526)ポリクローナル抗体 (2710; Cell Signaling)、または抗 Sykポリクロー
ナル抗体 (2712; Cell Signaling)を用いた。二次抗体には、HRP標識抗ヤギ IgG抗
体 (sc-2768; Santa Cruz Biotechnology)または HRP標識 TrueBlot抗ウサギ IgG抗
体 (18-8816-33; eBioscience)を用いた。いくつかの実験においては、HRP標識抗
リン酸化チロシン抗体 (4G10; Millipore)を用いて、ブロットを行った。 
 
4-8 cDNA合成と定量 PCR 
 
 刺激培養を行った細胞を回収し、ISOGEN (NIPPON GENE, Tokyo, Japan)を用
いてプロトコールに従い mRNAを抽出し、High Capacity RNA-to-cDNA Kit 
(Applied Biosystems)を用いてプロトコールに従い cDNAを合成した。SYBR Green 
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master mix (Applied Biosystems)を用いて、ABI 7500 fast (Applied Biosystems)にて
解析を行った。それぞれの標的遺伝子の発現量は、%-アクチンの mRNAの発現
量で正常化した。プライマーは、以下を用いた。 
 Fcer1g Forward: 5’-CTCCTTTTGGTGGAACAAGC-3’ 
 Fcer1g Reverse: 5’-GGGTAAGGACAATACCATACAAAAA-3’ 
 Tyrobp Forward: 5’-TGGTGTTGACTCTGCTGATTG-3’ 
 Tyrobp Reverse: 5’-GTCTCAGCAATGTGTTGTTTCC-3’ 
 Actb Forward: 5’-AAGTGTGACGTTGACATCCG-3’ 
 Actb Reverse: 5’-GATCCACATCTGCTGGAAGG-3’ 
PCRサイクル条件は、95℃にて 10分変性後、95℃で 15秒、60℃で 1分にて 40
サイクル行った。 
 
4-9 静止細胞接着解析  
 
 培養ディッシュ (NUNC, 35 mm & 10 mm)を、ヒト IgG1抗体 (AG502; Millipore)
またはマウス vascular cell-adhesion molecule 1 (VCAM-1)-Fc (643-VM; R&D 
Systems) 2 µg/mlで、4℃、16時間固相化し、PBSで洗浄後、1%BSA含有 PBS
で室温、1時間ブロッキングした。1枚の培養ディッシュにつき 4 & 105個の炎症
性単球になるように、LPS (1 µg/ml)存在または非存在下の 10%ウシ胎仔血清含有
のコンプリート RPMIに懸濁し、37℃、5% CO2環境下で 20時間培養した。PBS
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で洗浄し、非接着細胞を除去し、任意の 5分野における接着細胞数を BZ-9000 
All-in One蛍光顕微鏡 (Keyence) (& 20)にて解析し、接着細胞の平均値を計算し
た。 
 VCAM-1 に対する炎症性単球の接着においてキナーゼの関与を解析するため、
Syk阻害剤 (Piceatannol; 12.5、25 µg/ml) (Sigma-Aldrich)、Btk阻害剤 (PCI-32765; 
10 µM) (Selleck Chemicals)、PI3 kinase阻害剤 (Wortmannin; 0.1 µM、LY294002; 10 
µM) (和光純薬工業株式会社)、PLC阻害剤 (U-73122; 0.25 µM) (Calbiochem)、ま
たは対照として DMSO (dimethyl sulfoxide)を培養前の培養液中に添加し、上記と
同様に炎症性単球の静止細胞接着を評価した。 
 
4-10 フロー細胞接着解析  
 
 フロー細胞接着解析は、以前報告された文献を参考に行った(32)。内径 0.69 mm
ガラス管 (Drummond)を、ヒト IgG1抗体またはマウス VCAM-1-Fc (それぞれ 20 
µg/ml)で、4℃、オーバーナイトで固相化し、1%BSA含有 PBSで室温、5分間ブ
ロッキングした。LPS (1 µg/ml)存在•非存在下で 20時間培養した炎症性単球を、
8 & 105個/mlになるように 10%ウシ胎仔血清含有のコンプリート RPMIに懸濁後、
37℃、0.20 dyne/cm2の剪断応力下でガラス管に染み込ませた。流量は、Harvard 
PHD 2000シリンジポンプ (Harvard Apparatus)で制御し、安定した 4分後に、倒




4-11 統計  
 
 統計学的解析は主に unpaired t-testを用いて行った。CLP実施後の細菌量の統
計学的解析はMann-Whitney U analysisを用いて行った。CLP実施後の生存率の
統計学的解析は Kaplan-Meir生存曲線と log-rank testを用いて行った。P<0.05を
有意差ありと判定した。  
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遺伝子欠損マウスでは 90%と高い死亡率を示していた（図 3A, B）。また、野生
型マウスに比べ、MAIR-II遺伝子欠損マウスで厳しい多臓器不全の病態が観察さ
れた（図 3C）。CLP実施後 20時間の腹腔内の細菌数は、野生型マウスに比べ、























liposome-encapsulated phosphate buffered saline (PBS-liposomes)または
Cl2MBP-liposomesを投与した。その結果、CLP実施後 20時間で、Cl2MBP-liposomes
を投与した野生型マウスとMAIR-II遺伝子欠損マウスの両群の腹腔において、














MAIR-IIが、パトローリング単球 (pMo) (Ly6G- F4/80low Ly6Clow)や好中球 

















































































































トランスフェクタントを LPSで刺激すると、MAIR-IIと会合する FcR!鎖の ITAM
 27 
のチロシンリン酸化が誘導された（図 10C）。 
 FcR!鎖の ITAMのチロシンリン酸化は、細胞質内の SH2ドメインを介した






















































Bruton’s tyrosine kinase (Btk)、phosphoinositide 3-kinase (PI3K)、そして







































よる刺激により、FcR!鎖会合受容体である CD16 (Fc! receptor III)と会合すること
が報告されている(43)。興味深いことに、TLR4遺伝子欠損好中球およびマクロ
ファージは、LPSまたは IgG免疫複合体によるどちらの刺激においても、サイ

























ージを LPSで刺激すると、インターフェロン調節因子-8 (interferon regulatory 





























7 省略語  
 
APC; allophycocyanin 
Btk; Bruton’s tyrosine kinase 
CCL2; CC-chemokine ligand 2 
CCR2; CC-chemokine receptor 2 
CFSE; carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 
CFU; colony forming unit 
Cl2MBP; dichloromethylene bisphosphonate 
CLP; cecal ligation and puncture 
DMSO; dimethyl sulfoxide 
E. coli; Escherichia coli 
HRP; horseradish peroxidase 
IL; interleukin 
iMo; inflammatory monocytes 
IRF-8; interferon regulatory factor 8 
ITAM; immunoreceptor tyrosine-based activating motif 
ITAMi; inhibitory ITAM 
LFA-1; lmphocyte function-associated antigen 1 
LPS; lipopolysaccharide 
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MAIR; myeloid-associated immunoglobulin-like receptor 
M$/Mo; macrophages and monocytes 
PAMPs ; pathogen-associated molecular patterns 
PBS; phosphate buffered saline 
PI3K; phosphoinositide 3-kinase 
PLC; phospholipase C 
pMo; patrolling monocytes 
PRRs; pattern-recognition receptors 
SFKs ; Src family of kinases 
Syk ; spleen tyrosine kinase 
TLR; Toll-like receptor 
TNF; tumor necrosis factor 
VCAM-1; vascular cell-adhesion molecule 1 
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図2　 Myeloid-associated immunoglobulin-like receptor-II (MAIR-II) の構造
と機能!
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(Yotsumoto et al. J Exp Med. 2003)!
































































































グラフの丸印は各個体を表し、実線は平均値±SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; 
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グラフの丸印は各個体を表し、実践は平均値±SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; 
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を顕微鏡にて解析した (n数は各群3) (スケールバーは、100 µm)。"
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